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A      adenine 
AF      Alexa Fluor 
ALPHA     amplified luminescent proximity homogeneous assay 
Amp      ampicillin 
BCoV      bovine coronavirus 
BHK      baby hamster kidney cells 
BRECs      B cell recombination excision circles 
C      cytosine 
CCHFV     Crimean Congo hemorrhagic fever virus  
cDNA      complementary DNA 
cm      centimeter 
CNS      central nervous system 
CoV      coronavirus 
CPE      cytopathic effect 
°C      degrees Celsius  
CT      C‐terminal 
DBT      delayed brain tumor cells 
DMEM     Dulbecco’s modified eagle medium 
DMSO      dimethyl sulfoxide 
DMVs      double membrane vesicles 
DNA      deoxyribonucleic acid 
DTT      dithiothreitol 
DUB       deubiquitinating activity 
E      envelope protein 
E. coli       Escherichia coli 
EAV      equine arteritis virus 
EBOV      Ebola Zaire virus 
EC50      half maximal effective concentration 
EDTA      ethylenediaminetetraacetic acid 
EGTA      ethylene glycol tetraacetic acid 
endoH      endo‐β‐N‐acetylglucosaminidase H 
ER      endoplasmic reticulum 
ERGIC      ER Golgi intermediate complex 
EtOH      ethanol 
 
xi 
FCS      fetal calf serum 
FHV      Flock house virus 
g      g‐force (m/s2) 
G      guanine 
GFP      green fluorescent protein 
HCoV      human coronavirus 
HE      hemagglutinin‐esterase 
HEK      human embryonic kidney 
HeLa      Henrietta Lacks human epitheliod cervical carcinoma 
hpi      hours post infection 
HRP      horseradish peroxidase 
HSV‐1      herpes simplex virus 1 
IBV      infectious bronchitis virus 
icv      infectious clone virus 
IFNs      interferons 
IG      intergenic 
IP      immunoprecipitation 
ISGs      interferon stimulated genes 
Kan      kanamycin 
kb      kilobase 
kDa      kilodalton 
L      leader 
LB      Luria‐Bertani 
Luc      luciferase 
M      membrane protein; molar 
MEM      minimal essential medium 
μF      microfarad   
μg      microgram 
μL      microliter 
mL      milliliter 
μM      micromolar 
mm      millimeter 
mM      millimolar 
MHV      mouse hepatitis virus 
MHVr      MHV receptor 
min      minutes 
MOI      multiplicity of infection 
Mpro      main protease  
mRNA      messenger RNA 
N      nucleocapsid 
NaOAC     sodium acetate 
ng      nanograms 
nm      nanometer 
xii 
nM      nanomolar 
nsps      non‐structural proteins 
nt      nucleotide 
NT      N‐terminal 
ORF      open reading frame 
PAGE      polyacrylamide gel electrophoresis 
PAMPs     pathogen‐associated molecular patterns 
PBS      phosphate buffered saline 
PCR      polymerase chain reaction 
PFU      plaque forming units 
PLPs      papain‐like proteases 
Pol      polymerase 
pp      polyprotein 
PRRs      pathogen recognition receptors 
PRRSV      porcine respiratory and reproductive syndrome virus 
RdRp      RNA‐dependent RNA polymerase 
RER      rough endoplasmic reticulum 
RNA      ribonucleic acid 
RPM      revolutions per minute 
RSV      Respiratory syncytial virus 
RT      reverse transcriptase 
S      spike glycoprotein 
SARS      Severe Acute Respiratory Syndrome 
SDS      sodium dodecyl sulfate 
SeV      Sendai virus 
T      thymine 
TLRs      toll‐like receptors 
TM      transmembrane 
TEM      Transmission electron microscopy 
TRSs      transcription‐regulatory sequences 
ts      temperature sensitive 
Ub      ubiquitin 
Ubl      ubiquitin‐like 
UTR      untranslated region 
VLP      virus‐like particles 
VSV      vesicular stomatitis virus 



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































MHV‐A59  icv  (also  referred  to as WT‐A59  icv), Alb  ts6  icv, and nsp4‐N176A  icv 
were generated using the MHV‐A59 reverse genetics system developed by Yount et al. 
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and assayed for  luciferase activity via the dual  luciferase reporter assay.   Values are 
expressed  as  percent  of N‐RIG  or  TNF‐α  stimulated  luciferase  controls  set  to  100.  
Error  bars  indicate  standard  deviation  from  the  mean  from  triplicates.    (D)  Cell 
lysates from above were mixed with 2X sample buffer and subjected to 12.5% SDS‐






























































































































































































































































































































































                                 88 











                                      89 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29.  Inhibition of STING‐mediated nuclear translocation of IRF‐3.  (A) HEK293 
cells were plated on fibronectin treated glass cover slips and transfected with 225 ng 
STING‐HA in the presence or absence of 300 ng of PLP2‐TM.  At 16 hours post 
transfection, cells were processed for imaging with the Zeiss LSM‐510 confocal 
microscope.  (B) Panels from A in which PLP2‐TM‐V5 is colored green and IRF‐3 is 
omitted to demonstrate PLP2‐TM‐V5 and STING‐HA co‐localization. 
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presence of PLP2‐TM‐V5.  Consistent with the association of PLP2‐TM‐V5 and STING‐HA 
via co‐immunoprecipitation, these two proteins almost completely co‐localize in the 
cell. 
These data collectively suggest that the PLPs are IFN antagonists and that 
catalytic activity contributes to, but is not strictly required for IFN antagonism.  DUB 
activity is the most likely contribution of catalytic activity in the inhibition of type I IFN 
induction.  The PLPs can associate with STING and can inhibit the dimerization of STING, 
which is essential for IRF‐3 activation.  In line with this, PLPs inhibit the nuclear 
accumulation of IRF‐3, a requisite for induction of type I IFNs.             
 
 
 
 
 
CHAPTER IV 
 
DISCUSSION 
 
 
 
nsp4 IN MHV REPLICATION 
The coronavirus replicase is a complex multiprotein assembly that carries out 
both mRNA transcription as well as genomic RNA replication.  The function of some 
replicase proteins has been elucidated, particularly those that have enzymatic activity.  
There are two classes of proteases encoded by the coronavirus replicase: papain‐like 
proteases (one or two PLP domains) and a 3C‐like protease found within nsp3 and nsp5 
respectively (Baker, et al., 1989; Gorbalenya, et al., 1989; Kanjanahaluethai and Baker, 
2000; Kanjanahaluethai and Baker, 2001; Lee, et al., 1991).  The PLP domains have also 
been shown to cleave more than just the polyprotein and can catalyze the removal of 
both Ub and ISG15 (Barretto, et al., 2006; Barretto, et al., 2005; Lindner, et al., 2005; 
Lindner, et al., 2007).  nsp8 and nsp12 have been found to catalyze the polymerization 
of RNA (Cheng, et al., 2005; Imbert, et al., 2006).  The last four nsps, nsps 13‐16, have 
helicase (nsp13), exonuclease (nsp14), endoribonuclease (nsp15), and 
methyltransferase activity (nsp16) (Bhardwaj, et al., 2004; Decroly, et al., 2008; Ivanov, 
et al., 2004a; Ivanov, et al., 2004b; Ivanov and Ziebuhr, 2004; Ricagno, et al., 2006).  
Other nsps, nsp7, nsp8, nsp9, and nsp10 can bind to RNA, but the full functions 
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of these proteins are still unclear (Matthes, et al., 2006; Sutton, et al., 2004; Zhai, et al., 
2005).   
A hallmark of RNA virus replication is the modification of host cell membranes 
upon which viral replication complexes assemble (Salonen, et al., 2005).  Of the 16 nsps 
generated in coronavirus infected cells, three of them are integral membrane proteins, 
nsp3, nsp4, and nsp6 (Baliji, et al., 2009; Oostra, et al., 2008; Oostra, et al., 2007).  These 
proteins are the likely candidates that mediate host membrane rearrangements, which 
for coronaviruses are DMVs (Gosert, et al., 2002; Knoops, et al., 2008).  In fact, the 
homologs of nsp3 and nsp4 in coronaviruses are nsp2 and nsp3 in EAV, which have been 
shown to be necessary and sufficient to induce DMV formation (Snijder, et al., 2001).  
Aside from the membrane topology and glycosylation status, very little is known about 
the functions of nsp4 and nsp6 in coronavirus infection.  nsp4 is critical for viral 
replication, especially the amino terminal portion upstream of the fourth TM domain 
(Sparks, et al., 2007).  Given its membrane integration, its DMV localization, and the EAV 
homolog is involved in DMV formation, nsp4 was hypothesized to be involved in DMV 
and/or viral replicase assembly (Gosert, et al., 2002). 
Work presented in this dissertation furthers current knowledge of the function 
of nsp4 in MHV replication.  Glycosylation of nsp4 at asparagine residues 176 and 237 in 
the region that lies between TM1 and TM2 was experimentally verified (Clementz, et al., 
2008).  The necessity for glycosylation of these sites in viral replication was then 
assessed by engineering asparagine to alanine mutations in MHV ic virus using reverse  
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genetics.  MHV ic virus for wildtype and N176A were recovered, but despite several 
attempts, the N237A and N176A/N237A viruses could not be generated suggesting that 
glycosylation of N237 is important for MHV replication.  It has been recently determined 
that the N237A and N176A/N237A are viable, but they are significantly impaired in viral 
replication and RNA synthesis (Gadlage, et al., 2010).  Mutation of N176A had no effect 
on viral replication as titers of wildtype icv and nsp4‐N176A icv were equivalent at all 
time points post infection analyzed (Clementz, et al., 2008).  This conclusion was verified 
by the group that isolated the other glycosylation mutants (Gadlage, et al., 2010).   
The importance of the luminal portion of nsp4 was demonstrated by analyzing a 
temperature sensitive mutant within this region.  The mutation was originally identified 
by Sawicki and co‐workers who analyzed the sequence of 19 MHV ts mutants and 
reported that one of these mutant viruses, Alb ts6, encoded a substitution of asparagine 
for threonine at nsp4‐258.  They hypothesized that this mutation alone was sufficient to 
confer the ts and RNA synthesis‐negative phenotype to MHV‐A59; however, the 
presence of other mutations within the chemically mutagenized isolate prohibited a 
definitive determination.  Via reverse genetics, I engineered the nsp4‐N258T mutation 
into an otherwise wildtype MHV background and determined if this mutation alone 
conferred temperature sensitivity.  The isolated virus, named Alb ts6 icv, was indeed 
temperature sensitive.  Titers were reduced approximately 5 orders of magnitude when 
incubated at the non‐permissive temperature; however, Alb ts6 icv titers at 33°C were 
comparable to WT‐A59 icv (Figure 11).  Growth kinetics, assayed by a one‐step growth  
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curve at the permissive temperature, were indistinguishable between Alb ts6 icv and 
WT‐A59 icv.  When Alb ts6 icv infected cells were first incubated at the permissive 
temperature and then shifted to the non‐permissive temperature six hours post 
infection, titers fell 1000 fold by 12 hours post infection (Clementz, et al., 2008).   
  Using a similar reverse genetics approach, Donaldson et al. found that a single 
amino acid substitution in nsp10 conferred temperature sensitivity to the resulting icTS‐
LA6 virus, another ts lesion implicated in the study by Sawicki et al. (2007).  Analysis of 
the defect induced by the ts lesion revealed that nsp10 is a necessary cofactor for 
3CLpro activity as proteolytic processing of the replicase intermediate p150 was 
defective in icTS‐LA6 infected cells incubated at the non‐permissive temperature.  In 
contrast, the Alb ts6 icv had no defects in the proteolytic processing of p150 when virus 
infected cells were incubated at the non‐permissive temperature (Clementz, et al., 
2008).   
  In light of the suggested role of nsp4 in DMV and/or replicase assembly, DMV 
formation in wildtype icv or Alb ts6 icv was assessed at the ultrastructural level via TEM.  
This analysis revealed that DMV assembly was severely impaired in the Alb ts6 icv 
infected cells incubated at the non‐permissive temperature (Figure 12).  The failure to 
assemble DMVs, which are the site of viral RNA synthesis, is consistent with the RNA 
minus phenotype observed by Sawicki et al. (2005).  Also, TEM analysis of Alb ts6 icv 
infected cells incubated at the non‐permissive temperature showed a disruption of 
mitochondrial morphology; the mitochondria were enlarged and extensively vacuolated  
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(Figure 12).  Using confocal microscopy, I assessed whether nsp4‐N258T was localized to 
the mitochondria.  nsp4‐N258T partially co‐localized with mitochondria in virus infected 
cells incubated at the non‐permissive temperature (Figures 13 and 14).  Interestingly, 
nsp3 also showed increased co‐localization with mitochondria, suggesting that nsp4 may 
direct the localization of other replicase components, which is consistent with a 
predicted role of nsp4 in replicase assembly (Figures 13 and 14).   
Currently, it is unclear if the ts lesion is affecting the p150 intermediate, the 
mature nsp4 protein, or both.  To begin to address this issue, complementation studies 
were performed.  Exogenous expression of nsp4‐GFP could not restore viral titers in Alb 
ts6 icv infected cells incubated at the non‐permissive temperature suggesting that 
mature nsp4 cannot complement the defect in Alb ts6 icv infected cells.  Oostra et al. 
demonstrated that nsp4‐GFP was recruited to replicase complexes suggesting that 
transfected nsp4 is functional (2007).  nsp4‐N258T‐GFP does not behave as a dominant 
negative in that viral output was the same in WT‐A59 icv or Alb ts6 icv infected cells 
transfected with nsp4‐N258T‐GFP and incubated at the non‐permissive temperature 
(Figure 15).  Other than co‐localization of nsp4‐GFP with other viral replicase proteins in 
MHV infected cells, there was no other demonstration of the functionality of the nsp4 
construct.  Therefore, it is formally possible that the defect could be complemented by 
mature nsp4.  
Despite this caveat, complementation analysis using virus argues that the ts 
lesion is affecting p150.  For example, a virus with a mutation in nsp10 (TS‐LA6) crossed  
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with a nsp4 mutant (Alb ts6) do not complement each other (Sawicki, et al., 2005).  
Since the TS‐LA6 virus has a defect in p150 processing, it is clear why this mutant cannot 
complement Alb ts6 as mature nsp4 is never liberated from the TS‐LA6 virus.  The 
converse is not as clear.  Since Alb ts6 icv has no defect in processing p150, nsp10 is 
liberated and should in theory complement the defect in TS‐LA6.  This is not the case 
though suggesting that p150 is affected as neither virus can contribute a functional p150 
protein.   
To determine if an alteration in localization of nsp4 could be identified in the 
absence of viral infection, confocal analysis of nsp4‐GFP and nsp4‐N258T‐GFP 
localization with the ER or mitochondria at both the permissive and non‐permissive 
temperature was performed.  Both nsp4‐GFP and nsp4‐N258T‐GFP localized with the ER 
and not the mitochondria at either temperature.  One caveat to these experiments is 
that the other viral proteins may be required for localization of nsp4‐N258T‐GFP to the 
mitochondria, particularly if DMVs are being misdirected to the mitochondria, which are 
not formed by exogenous expression of nsp4.   
These data collectively point to the ts lesion affecting p150.  Cloning of p150 was 
attempted, but a full‐length clone of p150 could not be stably maintained.  This is likely 
due to the inherent instability of this region of the MHV genome when cloned into 
plasmid DNA (Yount, et al., 2002).  Thus, complementation and confocal analysis with 
exogenously expressed p150 could not be performed.  Perhaps with the development of 
new vectors capable of stable maintenance of hard to clone regions, p150 or larger  
97 
pieces of the region encoding the polyprotein could be cloned.  It would be interesting 
to test an nsp3‐4 expression construct for the ability to form DMVs, similar to the 
homologs in EAV nsp2‐3. 
The aberrant mitochondrial morphology and partial co‐localization of 
mitochondria with nsp3 and nsp4 raises questions about the role for mitochondria in 
MHV replication.  Could nsp4‐N258T be localizing to mitochondria in error resulting in 
reduced DMV assembly?  Or is there a mitochondrial phase in MHV replication whose 
progression is inhibited by the nsp4‐N258T substitution?  Two reports suggest an 
interaction between MHV infection and the mitochondria.  It was demonstrated by 
Nanda et al. that the mitochondrial matrix protein m‐aconitase co‐localizes with 
coronavirus N protein and can bind to the 3’‐UTR of the MHV genome (2001).  In this 
study, a protein‐binding element in the 3’‐UTR was used to capture cellular proteins that 
could bind to this nucleic acid sequence.  Of the four proteins that bound the RNA, only 
m‐aconitase was unequivocally indentified.  A 70 kDa protein was putatively identified 
as mitochondrial heat shock protein 70 (mtHSP70) and the other two proteins are yet 
unidentified (Nanda and Leibowitz, 2001).  Another study, using MHV as a model for 
demylination of the CNS, found that MHV infection induces apoptosis in 
oligodendrocytes specifically through the mitochondrial apoptotic pathway suggesting 
an interplay between MHV infection and mitochondrial components (Liu, et al., 2006).    
For some viruses, the replicase complex can be directed to use different 
membrane sources for efficient virus replication.  For example, Flock house virus (FHV)  
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normally induces spherules within the outer membrane of the mitochondria providing 
precedence for the use of mitochondrial membranes as the site of membrane‐bound 
replication complex assembly (Kopek, et al., 2007; Miller and Ahlquist, 2002; Miller, et 
al., 2001).  To determine if mitochondrial membranes were required for replication, 
Miller et al. (2003) replaced the mitochondrial outer membrane targeting signal of FHV 
protein A with that of an ER targeting signal and measured viral replication.  They found 
that the ER‐targeted replication complex functioned as efficiently, if not more 
efficiently, than the normal mitochondria‐targeted replication complex.  Therefore, a 
specific source of membranes for replication complex assembly is not required for FHV.  
For MHV, and coronaviruses in general, the source of membranes used for DMV 
formation is unclear.  Most evidence suggests that they are derived from the ER; 
however, some studies implicate an involvement of the autophagy in DMV assembly 
(Prentice, et al., 2004; Snijder, et al., 2006).  Future studies are necessary to fully 
characterize the source of membranes as well as the involvement of the mitochondria in 
coronavirus infection. 
The ts lesion in the luminal region resulted in a clear impairment in the amount 
of DMVs generated in Alb ts6 icv infected cells at the non‐permissive temperature.  The 
involvement of this portion of nsp4 (or p150) in DMV formation was further 
corroborated by analysis of the N237A and N176A/N237A MHV ic mutant viruses, which 
displayed aberrant DMV morphology (Gadlage, et al., 2010).  In sum, the work 
presented on nsp4 demonstrates that this integral membrane protein plays a critical  
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role in DMV and/or viral replicase assembly contributing to our understanding of the 
functions of the many coronavirus replicase proteins.                      
 
ANTAGONISM OF TYPE I IFN INDUCTION BY THE PAPAIN‐LIKE PROTEASES OF SARS‐
CoV AND HCoV‐NL63           
In addition to its role in cleaving the polyprotein, nsp3 has been found to have 
other activities in the cell.  Work described in this dissertation enhances our 
understanding of the multifunctional nature of the papain‐like protease domains of 
NL63 and SARS coronaviruses.  These coronavirus PLP domains act as viral proteases, 
deubiquitinating/deISGylating enzymes, and are able to antagonize innate immune 
induction of type I interferon.  Using mutagenesis and pharmacological studies, it was 
determined that PLP‐mediated interferon antagonism is enhanced by, but is not strictly 
dependent on, the catalytic activity of the enzyme.  
To identify the region(s) of the PLPs that are critical for IFN antagonism, alanine 
scanning mutagenesis and deletion analysis has been performed.  The goal of these 
experiments was to identify loss of function mutants that could no longer associate with 
the host cell protein(s) that wildtype PLPs inhibit.  Since the structure of the core 
domain of PLpro has been solved, charged surface residues that could potentially be 
involved in associating with host factors can be accurately selected for mutagenesis.  
Using this approach, two mutants (R1768A and E1719A) were initially identified that 
showed a loss of antagonism activity.  However, further dose‐response analysis of these  
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mutants demonstrated that mutation of these two residues either singly or in 
combination had no effect on the ability of these mutants to antagonize IFN induction.  
So far, no loss of function mutants have been identified for HCoV‐NL63 PLP2 either.  The 
crystal structure of SARS‐CoV PLpro has also identified a unique domain that has 
remarkable similarity to ubiquitin (Ratia, et al., 2006).  Frieman and co‐workers reported 
that removal of the Ubl domain in the soluble version of PLpro resulted in a loss of IFN 
antagonism (Frieman, et al., 2009).  However, the authors of that study assessed IFN 
antagonism using one concentration of PLpro.  By performing a dose‐response profile of 
IFN antagonism, it was determined that deletion of the Ubl domain from both the 
soluble and the transmembrane version of PLpro had no effect on IFN antagonism.  
Thus, it is critical to assess the effect of IFN antagonism across a range of protein 
concentrations to fully evaluate the activity of these proteases.       
The recognition of the DUB/deISGylating activity of SARS‐CoV PLpro and HCoV‐
NL63 PLP2 provides new opportunities to investigate how the virus is modifying the host 
cell environment.  Post‐translational modification of proteins by ubiquitin and ubiquitin‐
like (Ubl) molecules, such as SUMO, ISG15, and Nedd8, plays a critical role in the 
regulatory processes of virtually all aspects of cell biology  (Evans, et al., 2004; Frias‐
Staheli, et al., 2007; Haglund and Dikic, 2005; Hicke and Dunn, 2003; Isaacson and 
Ploegh, 2009; Kirkin and Dikic, 2007; Lenschow, et al., 2007; Liu, et al., 2005; Platanias, 
2005).  These modifications, though covalent, are highly reversible.  Deubiquitinating 
enzymes can deconjugate Ub and Ub‐like moieties, and thus modulate the activities of  
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ubiquitinated proteins.  There are about 100 DUBs encoded in the human genome and 
most of the known DUBs are cysteine proteases, characterized by a Cys‐His‐Asp catalytic 
triad (Nijman, et al., 2005).  Several RNA viruses encode cysteine proteases to generate 
mature viral proteins necessary for replication, and many have been found to be 
multifunctional proteins.  Like SARS‐CoV PLpro and HCoV‐NL63 PLP2, the protease of a 
nairovirus, Crimean Congo hemorrhagic fever virus (CCHFV), and the proteases of 
arteriviruses, including equine arteritis virus (EAV) and porcine respiratory and 
reproductive syndrome virus (PRRSV) have DUB and deISGylase activity (Barretto, et al., 
2005; Frias‐Staheli, et al., 2007; Lindner, et al., 2005).   
The contribution of these enzymatic activities toward inhibition of type I IFN 
induction is just beginning to be understood.  Ubiquitination is known to be intimately 
involved in the activation of several key factors in the type I IFN cascade.  For NF‐κB, 
poly‐ubiquitination of receptor‐interacting protein (RIP), TNF receptor‐associated factor 
6 (TRAF6), and TNF receptor‐associated factor 2 (TRAF2) activates these signaling 
intermediates, which leads to the polyubiquitination of IκB.  IκB, which binds to and 
holds NF‐κB inactive in the cytoplasm, is degraded via the proteasome thereby freeing 
NF‐κB to translocate to the nucleus and induce IFN‐β transcription (Brown, et al., 1995).  
Pharmacological inhibition of PLpro catalytic activity abrogated the moderate inhibition 
of NF‐κB reporter activity supporting a role for coronavirus DUBs in modulating the NF‐
κB response during coronavirus replication.  However, further investigation is needed to 
delineate the physiological effect of coronavirus PLPs on NF‐κB signaling, as SARS‐CoV  
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PLpro did not inhibit virus‐ or dsRNA‐induced activation of two well‐characterized NF‐
κB‐dependent genes, IL‐6 and A20, when it was stably expressed in HeLa cells in a 
tetracycline‐regulated fashion (Devaraj, et al., 2007). 
Like NF‐κB, many key proteins involved in IRF‐3 activation are ubiquitinated.  For 
example, RIG‐I, MAVS TRIF, STING, TRAF3, TANK, TBK‐1 and IRF‐3 itself are 
ubiquitinated, and PLP2‐TM has been shown to deconjugate Ub from RIG‐I, STING, TBK‐
1, and IRF‐3 (Sun et al. manuscript in preparation).  The integral ER‐resident protein 
STING has been identified as a potential target for PLP‐mediated inhibition of IRF‐3.  The 
soluble and TM version of the PLPs associate with STING as determined by co‐
immunoprecipitation and confocal analysis.  A necessary step in STING‐mediated IRF‐3 
activation is the dimerization of STING, which was found to be dose‐dependently 
inhibited by the PLPs.  The catalytic mutant was less effective at reducing STING dimer 
perhaps reflecting a contribution of DUB activity in STING dimer inhibition as Sun et al. 
demonstrated that the dimer form of STING is ubiquitinated (2009).  Whether or not 
inhibition of STING dimer is necessary for IFN antagonism is still unclear.  Mere 
association of PLPs with STING could be sufficient to inhibit STING‐mediated activation 
of IRF‐3, which could be how the catalytic cysteine mutant is able to antagonize the 
activation of type I IFNs independently of DUB activity. 
The effect of ISGylation of cellular proteins on the antiviral response is far less 
understood.  It is known that ISG15 conjugation is required for protection against lethal 
Sindbis infection of IFN‐α/β receptor knock‐out mice (Frias‐Staheli, et al., 2007).  Also,  
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ISGylation has been shown to influence the activation of the JAK/STAT pathway involved 
in type I IFN signaling (Malakhova and Zhang, 2008).  Intriguingly, IRF‐3 also undergoes 
ISGylation during viral infections, which was found to enhance innate antiviral responses 
by inhibiting virus‐induced IRF‐3 degradation (Lu, et al., 2006).  HCoV‐NL63 PLP2 globally 
deconjugates ISG15 similar to Ub, and this activity depends on the catalytic sites of 
PLP2.  Furthermore, PLP2‐TM can deISGylate IRF‐3 (Sun et al., manuscript in 
preparation).  The contribution of this activity remains to be fully explored. 
 Many viruses have been shown to inhibit the transcriptional activity of IRF‐3 in a 
wide variety of ways (Bowie and Unterholzner, 2008; Honda and Taniguchi, 2006; Ozato, 
et al., 2007).  Some viruses inhibit IRF‐3 phosphorylation, dimerization, and/or 
translocation to the nucleus.  Others can induce IRF‐3 degradation or sequester the 
transcription factor (Chen, et al., 2007a; Higgs, et al., 2008).  The mechanism of 
inhibition that can lead to these phenotypes can occur directly on IRF‐3 or may affect 
any of the vast array of proteins upstream of IRF‐3 in the type I IFN induction cascade.  
For example, the VP35 protein of Ebola Zaire virus (EBOV) has been shown to impact 
IRF‐3 activity by binding dsRNA, thus preventing detection by RIG‐I (Basler, et al., 2003; 
Basler, et al., 2000).  In addition, VP35 was shown to interact with Ubc9 (SUMO E2 
enzyme), PIAS1 (SUMO E3 ligase), and IRF‐7 leading to SUMOylation of IRF‐7 and 
transcriptional repression of the IFN‐β promoter (Chang, et al., 2009).  Respiratory 
syncytial virus (RSV) encodes two proteins, NS1 and NS2, which inhibit the activity of 
IRF‐3.  It was reported that these proteins reduce the expression of key kinases 
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involved in IRF‐3 phosphorylation (TRAF3 and IKKε), but how NS1 and NS2 induce TRAF3 
and IKKε degradation is still unclear (Swedan, et al., 2009).   
 Using human airway epithelial cells, which represent a cell culture model for 
respiratory infection, it was determined that IFN‐β release induced by HCoV‐NL63 
infection was weak but measurable (Clementz, et al., 2010).  This finding is similar to the 
weak IFN induction by the far more pathogenic human coronavirus SARS‐CoV suggesting 
that antagonism of type I IFN is a common trait of coronavirus infection (Devaraj, et al., 
2007; Roth‐Cross, et al., 2007; Spiegel, et al., 2006).  In addition to PLpro, SARS‐CoV 
encodes several other IFN antagonists.  ORF 3b, ORF 6, and nucleocapsid inhibit type I 
IFN induction via inhibition of IRF‐3 phosphorylation and its subsequent nuclear 
translocation (Kopecky‐Bromberg, et al., 2007).  M protein has been shown to disrupt 
the TRAF3‐TANK‐TBK‐1‐IKKε kinase complex that phosphorylates IRF‐3 (Siu, et al., 2009). 
ORF 6 and nsp1 have been shown to inhibit IFN signaling by interfering with the activity 
of STAT1 (Frieman, et al., 2007; Kamitani, et al., 2006; Narayanan, et al., 2008).  Mouse 
hepatitis virus also encodes several IFN antagonists including nsp1, nucleocapsid, and 
PLP2 (Roth‐Cross, et al., 2007; Ye, et al., 2007; Zheng, et al., 2008).  Thus, there is clear 
evolutionary pressure to encode and maintain multiple IFN antagonists, many of which 
act toward inhibiting IRF‐3.  It has yet to be determined if nsp1 and nucleocapsid from 
HCoV‐NL63 are IFN antagonists as well. 
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In order for IRF‐3 to influence gene expression, the transcription factor must 
translocate to the nucleus.  It has been shown that SARS‐CoV PLpro can inhibit IRF‐3 
nuclear translocation induced by SeV (Devaraj, et al., 2007).  Likewise, HCoV‐NL63 PLP2 
can inhibit both N‐RIG and STING‐induced translocation of IRF‐3 to the nucleus.  An 
association between the PLPs and IRF‐3 has been shown by co‐immunoprecipitation; 
however, current data suggests that PLpro and IRF‐3 do not directly interact (Devaraj, et 
al., 2007; Frieman, et al., 2009).  Thus, the PLPs are inhibiting some other cellular factor 
that associates with IRF‐3.  STING was shown to constitutively interact with IRF‐3 
(Zhong, et al., 2008).  Co‐immunoprecipitation experiments demonstrate that STING and 
PLPs associate, which could explain the observed association of PLPs with IRF‐3.  Future 
experiments are needed to determine if the interaction between PLPs and STING is 
direct.  Gel shift assays using purified proteins are complicated by the fact that both 
proteins are integral membrane proteins.  The soluble forms of the PLPs are IFN 
antagonists and can be purified; however, the soluble C‐terminal domain of STING 
cannot activate IRF‐3 and does not associate with the soluble PLPs via co‐
immunoprecipitation.  Perhaps other assays like ALPHA screen could be employed to 
address this important issue.           
It has been shown that type I IFNs are not significantly upregulated in SARS‐CoV 
infected patients; however, SARS‐CoV can induce the production of IFN‐α from 
plasmacytoid dendritic cells (pDCs) despite a low level of productive infection 
(Castilletti, et al., 2005; Reghunathan, et al., 2005).  These observations suggest that  
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SARS‐CoV IFN antagonists may have differential effects on the IRFs.  IRF‐7 is highly and 
constitutively expressed in pDCs and can stimulate the production of IFN‐α in the 
absence of an IFN‐β‐mediated feedback loop (Barchet, et al., 2002; Honda, et al., 2005; 
Izaguirre, et al., 2003).  Furthermore, Cervantes‐Barragan et al. demonstrated that 
efficient control of MHV infection in mice is mediated by an early and robust induction 
of IFN‐α specifically by pDCs in a TLR‐7‐ dependent manner (2007).  Future studies are 
needed to address whether the known IFN antagonists of SARS‐CoV that effectively 
inhibit IRF‐3 activity can also antagonize the activity of IRF‐7. 
The data presented in this study draw significant parallels between the single 
papain‐like protease of SARS‐CoV PLpro and the second papain‐like protease of HCoV‐
NL63 PLP2.  Despite modest sequence identity (~19%), these two proteases have similar 
enzymatic activities and can inhibit type I IFN induction independent of catalytic activity.   
Since coronavirus PLpro/PLP2 domains are required for viral replication, they are 
attractive targets for antiviral therapeutics.  Indeed, inhibitors of SARS‐CoV PLpro have 
been shown to block virus replication (Ratia, et al., 2008).  Though less pathogenic than 
SARS‐CoV, HCoV‐NL63 causes significant morbidity in children, the elderly, and immune‐
compromised individuals and has been shown to be an etiological agent causing croup 
(van der Hoek, et al., 2005; van der Hoek, et al., 2006).  Coronaviruses are now 
appreciated as the second leading cause of common cold behind the rhinoviruses 
(Fields, et al., 2007).  In addition, we now recognize that bats and other mammals can  
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serve as reservoirs for potentially emerging pandemic coronaviruses (Lau, et al., 2005; 
Li, et al., 2005b).  Thus, further studies of these multifunctional coronavirus PLPs are 
needed to determine if both protease inhibitors and blockers of interferon antagonism 
can be developed to reduce replication and pathogenesis of human and zoonotic 
coronaviruses. 
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MASS SPECTROMETRY IDENTIFICATION CRITERIA 
Database Searching 
MS/MS samples were analyzed using Sequest (ThermoFinnigan, San Jose, CA; 
version 27, rev. 12) and X! Tandem (www.thegpm.org; version 2007.01.01.1). X! Tandem 
was set up to search a subset of the ipi.HUMAN.v3.27 database also assuming trypsin. 
Sequest was set up to search the ipi.HUMAN.v3.27 database (unknown version, 67528 
entries) assuming the digestion enzyme trypsin. Sequest and X! Tandem were searched 
with a fragment ion mass tolerance of 0.50 Da and a parent ion tolerance of 1.5 Da. 
Oxidation of methionine and iodoacetamide derivative of cysteine were specified in 
Sequest and X! Tandem as variable modifications.  
 
Criteria For Protein Identification 
Scaffold (version Scaffold_2_04_01, Proteome Software Inc., Portland, OR) was 
used to validate MS/MS based peptide and protein identifications. Peptide 
identifications were accepted if they exceeded specific database search engine 
thresholds. Sequest identifications required at least deltaCn scores of greater than 0.08 
and XCorr scores of greater than 1.8, 2.5, 3.5 for singly, doubly, triply charged peptides. 
X! Tandem identifications required at least ‐Log(Expect Scores) scores of greater than 
3.0. Protein identifications were accepted if they contained at least 1 identified 
peptides. Proteins that contained similar peptides and could not be differentiated based 
on MS/MS analysis alone were grouped to satisfy the principles of parsimony. 
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